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摘要 
I 
摘要 
视黄酸受体 γ (Retinoic Acid Receptor gamma，RARγ )，作为核受体超家族重
要成员之一，在生物体生长、发育、代谢、免疫、分化、增殖、炎症、凋亡等过
程中均发挥着重要作用。RARγ 一般与核受体 RXRα 形成异源二聚体形式，在细
胞核发挥调控基因转录的活性。但是近年来的研究发现，RARγ 以及其他一些核
受体会出核与胞质中的蛋白直接相互作用进而快速参与到胞外的信号调控，发挥
核受体的“非基因型作用”。因此，RARγ 一直以来都是药物干预和治疗过程中
重要且极具吸引力的靶点，而寻找 RARγ 的新型配体对于揭示 RARγ 新的生物学
活性和作为特定疾病治疗靶点的潜能具有重要的意义。 
本课题基于以上理念，通过报告基因筛选系统，从化合物库筛选到选择性调
控 RARγ 的化合物 XS-0005。XS-0005 是一个苯基硫脲芳香类化合物，是本课题
组根据之前发表的 RXRα 的 coregulator 表面结合位点的结构，利用 visual 
screening 技术从小分子化合物库筛选并从 specs 公司购买获得，到目前为止还没
有关于其活性的研究报道。我们在筛选的过程中发现 XS-0005 化合物对 RARγ
有特异的转录抑制作用，并通过体外实验证明 XS-0005 与 RARγ 存在直接结合。
我们通过体外结合实验和 Glide docking 的方法推测其在 RARγ上的可能结合位
点和对结合起关键作用的氨基酸，结果发现 XS-0005 可能并不结合在核受体经
典的 LBP 口袋，而是结合在表面 coregulator 的结合位置。RAW264.7 小鼠巨噬
细胞中，我们发现 XS-0005 能够抑制本底以及炎症因子 LPS 激活的 ERK 通路，
其作用机制可能是通过促进 RARγ 与 TRAF6 的相互作用进而诱导 TRAF6 的降
解。另外，我们发现在 MCF-7 人乳腺癌细胞中 XS-0005 也会诱导 TRAF2 的降
解并抑制 ATRA 对 AKT 的激活。在生理功能上，我们发现 XS-0005 会使
RAW264.7 小鼠巨噬细胞周期阻滞在 S 期并诱导细胞凋亡。 
因此，本研究揭示了一个新型的 RARγ 的配体 XS-0005，其可能通过结合在
RARγ 表面 coregulator 的结合位点，进而调节 RARγ 的活性。同时，本研究揭示
XS-0005 新的 RARγ 依赖的生物学活性及可能的作用机制，即 XS-0005 可能通过
增强RARγ和 TRAF6的相互作用，进而促进 TRAF6的降解和抑制 ERK的激活。 
关键字：XS-0005；RARγ；信号通路；TRAF6
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II 
Abstract 
As a member of nuclear receptor superfamily, retinoic acid receptor gamma 
( RAR ) has a pivotal role in a variety of physiological activities including growth, 
development, metabolism, immunity, differentiations, proliferation, inflammation and 
apoptosis. In general, RAR forms heterodimer with RXRα in nucleus to regulate 
gene transcription. However, recent reports have revealed that many nuclear receptors 
including RAR regulate some signal pathways in cytoplasm via their direct 
interaction with some signal proteins, which represents the non-genomic functions of 
nuclear receptors. The dysfunctions of both the genomic and non-genomic activities 
of RAR are highly related to some disease development. Therefore, it’s very 
important that study and discovery of the novel ligands of RAR with therapeutical 
effects.  
XS-0005 belongs to a series of Phenyl thiourea aromatic compounds that we first 
obtained via visual screening as binders of RXRα co-regulator binding site. After 
screening with yeast-one-hybrid assay, we surprisedly found that XS-0005 strongly 
inhibited ATRA-induced RAR transactivation rather than 9-cis-RA-induced RXRa 
transactivaiton. Also, the effect of XS-0005 on inhibiting RAR transactivaiton is 
highly selective among 8 nuclear receptors examined. Our in vitro binding assays 
showed that XS-0005 cound bind to RARγ directly. We predicted that XS-0005 might 
bind to the co-regulator binding site but not the traditional ligand-binding pocket of 
RARγ by using the glide docking assay. In its biologic functions study, we found that 
XS-0005 could strongly inhibit basal and LPS-induced ERK activation, which may be 
due to its downregulation of TRAF6. Further study revealved that XS-0005 enhanced 
the interaction of RARγ and TRAF6 in RAW264.7 cells, which may lead to its 
induction of TRAF6 degradation through binding to RARγ. Similarly, XS-0005 also 
downregulated the expression of TRAF2 and inhibited the ATRA-induced AKT 
activation in MCF-7 cells. At last, we showed that XS-0005 could induce RAW264.7 
cell cycle arrest on S phase and apoptosis.  
Taken together, our study revealved that XS-0005 is a noval ligand of RAR with 
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specific binding mode and RAR-dependent biological activities. 
Key words: XS-0005；RARγ；Signal pathway；TRAF6 
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第一章 前  言 
1.1核受体概述 
核受体超家族是一大类配体依赖型的转录因子，主要位于细胞核内或是通过
相应配体结合后由胞浆转到细胞核内的受体，是多细胞生物体内含量最丰富的几
大类转录因子超家族成员之一[1]。核受体家族的主要功能是通过配体激活，在核
内或胞质内调控发育、代谢、生殖等相关基因和蛋白水平的表达。比方：他莫西
芬可以通过部分拮抗雌激素受体（ER）治疗乳腺癌[2]；而临床报告显示,曲格列
酮[3]、罗格列酮[4]可增强 II 型糖尿病患者的胰岛素分泌降低血糖而缓解糖尿病，
而这都是通过配体激活受体(PPARγ)而发挥作用；另外，肝 X 受体( LXR)和胆酸
受体( FXR )在治疗糖尿病、癌症时均为潜在的靶点[5]。二十世纪末以来，各类核
受体(nuclear receptor，NR)以惊人的速度被鉴定和发现，使得核受体结构和功能
成为分子生物学研究的中心热点之一。 
核受体超家族成员具有共同的结构特点，如图所示： 
 
 
图 1.1 核受体超家族结构组成特征（引自参考文献 1） 
Fig.1.1 The Structure of Nuclear Receptor 
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一个典型的核受体分子由 A、B、C、D、E、F 六个部分组成[6]。其中，A/B
区（N 端）的可变性最大，包括至少一种本身有活性的配体非依赖性的转录激活
域（AF-1），A/B 结构域由 50 至 500 多个氨基酸组成。C 区是其最保守的区域，
即 DNA 结合区（DBD），主要参与 DNA 的结合。C 结构域由两个锌指结构组成，
每个锌指结构由 4 个半胱氨酸和中心部位的一个锌离子螯合而成。在锌指 I 的柄
部有三个不连续的氨基酸称为 P 盒，它决定了受体作用的特异性。D 区位于 C
区与 E 区之间被称为铰链区（hinger region），铰链区较短且柔性很高，利于受体
识别和结合 DNA，核定位信号肽也在 D 区。E 区具有相对较高的保守性，被称
为配体结合区（ligand-binding domain，LBD）。E 结构域由 10-12 个 α 螺旋和两
个 β 折叠组成，其中第 12 个螺旋序列高度保守，是转录激活域 AF2 的核心区域。
LBD 区的 α 螺旋与 β 折叠排列成一个螺旋三明治的疏水结构，配体结合口袋
（ligand-binding pocket，LBP）就位于这个结构的内部。LBP 结合配体后，受体
的构象会被诱导形成同源或异源二聚体进而调控基因转录或细胞内定位，影响细
胞的各种生理过程。F 区不是所有核受体都有，其中视黄酸受体 RAR 含有 F 区，
位于 E 区的羧基端的最外头。F 结构域序列高度可变，其结构和功能尚不清楚。
此外，在 A/B 区域和 E 区域各包含一个转录激活功能域（activation function, AF）
分别称为 AF-1 和 AF-2[7]。它们主要负责转录起始相关蛋白的招募。 
核受体按照作用模式和配体选择性分为三大家族：第一类固醇激素受体，如
雌激素受体（estrone receptor，ER）、雄激素受体（androgen receptor，AR）、糖
皮质激素受体（glucocorticoid receptor，GR）和盐皮质激素受体（mineralcorticoid 
receptor，MR）等；第二类非类固醇激素受体，如视黄酸受体(Retinoic Acid Receptor，
RAR )、类视黄醇 X 受体（retinoid X receptor，RXR）、甲状腺激素受体（thyroid 
hormone receptor，TR）和维生素 D3 受体（vitamin D3 receptor，VDR）等；第
三类孤儿核受体，就是目前为止还没有发现配体的一类核受体，如 DAX1
（NR0B1）、SHP（short heterodimer partner，NR0B2）和 Nur77（nuclear receptor 
subfamily 4 group A member 1，NR4A1）等[8, 9]。 
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1.2视黄酸受体（RAR） 
1.2.1 RAR概述 
视黄酸受体 (Retinoic Acid Receptor，RAR )是核受体超家族的重要成员之一，
与视黄醇 X 受体(Retinoid X Receptors,RXRs)共同介导视黄醇(retinoids)的生物学
作用。视黄醇是一类天然的或人工合成的维生素 A 衍生物，能够调节诸如细胞
的增殖、分化、凋亡、视觉形成、骨骼形成、造血、胚胎发育、繁殖、新陈代谢
等关键的生命活动过程[10-15]。许多维生素 A 衍生物已经被应用在治疗癌症及其
它疾病。例如 all-trans-RA 已被用于治疗早幼粒白血病；Targretin 已被应用于皮
肤癌的治疗，目前在临床上被证明对肺癌和乳腺癌也有很好的治疗效果。 
RAR 有三个不同的亚型，即 RARα、RARβ 和 RARγ。这些不同亚型之间虽
然由不同的基因编码但是具有某些相似的核内转录调控机制，使其在功能上存在
一定程度的冗余性。通过比较这三种亚型的同源性可知 C 区的同源性最高，为
94 % 和 97 %，E 区的同源性为 84 % 和 90 %，而 A/B 区和 F 区几乎没有明显
的同源性[16]。由于结构以及分布上的差异，不同的亚型之间也承担着独特的功
能，但这些功能还有待进一步的认识[17]。RAR 的各亚型在胚胎发育的过程中，
以及在成熟组织中的表达情况也不一样，这些结构和时空上表达的不同，提示我
们不同的亚型可能介导不同的生物学功能。 
1.2.2 RARγ的基因型功能 
相对 RARα 和 RARβ 而言，人们对 RARγ 的认识还不是太深入。先前的报
道 RARγ 的生物学功能主要是和生长分化相关，比如有研究报导在鼠角质细胞中
RARγ 在 Ras 诱导肿瘤形成、RA 诱导的细胞周期停滞和凋亡中起重要作用[18]；
RARγ 在调节造血干细胞自我更新和分化的平衡中起重要作用。核受体（包括
RARγ）的经典功能是指他的基因型作用。基因型作用是指通过核受体与 DNA
上相应元件的直接相互作用来调节靶基因的表达，或者通过与一些转录因子之间
相互作用，而不通过直接与 DNA 结合来调节基因的表达。例如，在转录调控水
平，过表达 RARγ 能抑制 RA 靶基因的转录活性[19]；在 F9 细胞中，一些 RARγ
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的靶基因已经被鉴定出来[20]。但随着研究的深入，人们发现 RARγ 等核受体还
有一些生物学功能不能用经典的基因型功能来解释，说明核受体还存在着非基因
型功能作用机制。  
1.2.3 RARγ的非基因型功能 
“非基因型功能”（nongenomic action）是指核受体不依赖于调控 mRNA 和
蛋白质的合成，而定位到细胞内不同的亚细胞结构上，通过直接与其他蛋白发生
相互作用，快速调控细胞内多种信号通路的作用方式。已有报道显示：有些核受
体的配体能够快速激活一些激酶，例如一些视黄素能够快速激活 GTPase、Rac、
PKC、ERK2、CREB 和磷酸肌醇-3 激酶[21-26]；在神经细胞中，RARγ 与细胞质
中的 c-Src 蛋白相互作用，是 RA 介导的神经元分化所必须的[27]。雌激素可以快
速激活雌激素受体 ERα 与 p85 相互作用，继而激活 Akt 信号通路，促进 eNOS
的合成，行使保护心血管的功能[28]。此外，在 SH-SY5Y 神经母细胞瘤中，RARα
可与胞质内的 p85α 发生作用，激活 PI3K/Akt 信号通路以及 ERK、MAPK 信号
通路，最终导致成神经细胞瘤的分化[29]。还有，神经生长因子（nerve growth factor，
NGF）刺激嗜络细胞瘤细胞 PC12，磷酸化 Nur77，磷酸化的 Nur77 携带 RXRα
从核内定位到细胞质中[30]。在 C57BL/6 雄性老鼠中，脂多糖（LPS）通过激活
c-jun 氨基末端激酶（c-Jun N-terminal kinases，JNK）诱导 RXRα 出核行使生理
功能[31]。 
在研究肿瘤的发生发展过程中发现经常伴有的 RARγ 发挥着非基因型功能，
使 RARγ 成为一个很好的药物靶标。例如，在多种癌细胞系中发现，当存在血清，
EGF，PEGF 等生长因子的条件下，RARγ 会定位在核外，说明在环境条件比较
好的条件下，RARγ 在核外发挥促生存的功能；在检测肝癌组织中，RARγ 会过
表达，进一步研究在肝癌细胞中 ATRA 刺激的情况下会促进 RARγ 和 p85a 的相
互作用，进而促进了 p-AKT 蛋白水平的增加，走向了促生存的通路；在急性粒
细胞白血病中，RARγ 与 CDK1 相互作用，阻止 CDK1 促进细胞周期，使细胞周
期阻止在 G0/G1 期也提示我们如果某化合物能够促进 RARγ 与 CDK1 的相互作
用，并且由于是在核外发挥功能，可以起到相对基因型功能副作用较小的治疗作
用；在造血干细胞中也发现 RARγ 有促进生长的作用。 
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